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【要約】
G2/M phase arrest and apoptosis induced by novel phenyl compounds, CCL360
and CCL361
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2【目的】
癌細胞特異的細胞傷害性を指標として、千葉大学化合物ライブラリの
スクリーニングを行った結果、新規フェニル化合物 CCL360、CCL361 が得ら
れた。本研究では、CCL360 および CCL361 が持つ抗がん作用の詳細を明らか
にすることを目的とした。
【方法】
①がん細胞のモデルとして HeLa 細胞、正常細胞のモデルとして Vero
細胞を用いた。②ATP アッセイ、FACS、ウェスタンブロット(p53、p21、PARP、
p-histone H3、cyclin B、p-Cdc2(Tyr15)、p-Plk1)により、細胞周期への影
響を検討した。③細胞周期を可視化する Fucci システムを用い、細胞周期へ
の影響を更に詳細に検討した。
【結果・考察】
HeLa および Vero 細胞における CCL360 および CCL361 の細胞毒性
HeLa細胞およびVero細胞についてCCL360およびCCL361の細胞毒性を
ATP アッセイによって評価した。50μM の CCL360 および CCL361 で処理した
24 時間または 48 時間後、HeLa の細胞生存率は有意に低下したが、Vero 細
胞の生存率の顕著な低下は見られなかった。
CCL360 および CCL361 による細胞の形態変化
50μM の CCL360 および CCL361 で処理した 24 時間後、球状の HeLa 細胞お
よび Vero 細胞が増加した。細胞核のヘキスト 33342 染色によって、球状細胞
が典型的な M期の形態を示すことが明らかとなり、CCL360 および CCL361 は M
期に細胞周期停止を引き起こす可能性のあることが示された。
CCL360 および CCL361 で処理した HeLa および Vero 細胞の FACS 解析
細胞周期に対する CCL360 および CCL361 の効果を確認するために、50μM
の CCL360 および CCL361 で処理した 24 時間後、HeLa 細胞および Vero 細胞に
おける細胞周期の分布をFACS解析によって評価した。HeLa細胞では11％、Vero
細胞では 9％である G2/M の細胞比率は、CCL360 処理により、それぞれ 25％と
20％に増加した。また、CCL361 処理により、それぞれ 27％および 23％に増加
した。CCL360 および CCL361 による処理後、G2/M 期の HeLa および Vero 細胞の
比率は有意に増加した。更に、G1 期の HeLa 細胞の割合は減少したが、G1 期
3Vero 細胞の割合は変化しなかった。HeLa 細胞で観察された G2/M 期の細胞の増
加および G1 期の細胞の減少から、CCL360 および CCL361 により G2/M 期の HeLa
細胞が死滅している可能性が示された。
細胞周期調節因子発現に対する CCL360 および CCL361 の影響
細胞周期調節因子発現に対するCCL360およびCCL361の効果を明らかにす
るために、HeLa 細胞および Vero 細胞の効果を、ウェスタンブロット分析によ
り評価した。p53 および p21 発現レベルは、CCL360 および CCL361 処理した後
に上昇し、DNA 損傷経路が CCL360 および CCL361 によって誘発される可能性が
あることが示された。CCL360 および CCL361 による細胞死がアポトーシスによ
るものか否かを確認するために、PARP の変化を解析したところ、HeLa 細胞で
は PARP の顕著な切断が観察されたが、CCL360 および CCL361 で 24時間処理後、
Vero 細胞では顕著な PARP 切断は観察されなかった。FACS 解析と細胞周期調節
因子発現解析の結果から、HeLa 細胞のアポトーシスは G2/M 期に起こると考え
られた。次に、有糸分裂期にリン酸化される histone H3（ser10）を解析した
ところ、薬物処理後に、HeLa 細胞においてリン酸化 histone H3（ser10）増加
しており、G2 後期または M 期でアポトーシスが引き起こされることが示唆さ
れた。リン酸化 histone H3 の増加は、薬物処理後の Vero 細胞においても観察
され、薬物処理によって G2 後期または M期の Vero 細胞の増加を引き起こされ
ることが示された。サイクリン B/Cdc2 活性化は有糸分裂を駆動するために不
可欠であり、Cdc2 の Tyr15 残基の脱リン酸化は G2/M 移行時に Cdc2 の活性化
につながる。サイクリン B/Cdc2 の発現レベルを調べるために、薬物処理した
HeLa 細胞および Vero 細胞におけるリン酸化 Cdc2 およびサイクリン B1の分析
を行った。薬物処理した HeLa および Vero 細胞におけるリン酸化 Cdc2 レベル
の低下およびサイクリン B1 レベルの増加は、G2 後期または M期の細胞の増加
を示していると考えられた。Plk1 は cdc25C ホスファターゼをリン酸化して活
性化することによって有糸分裂のカスケードを開始し、Plk1 の活性化にはキ
ナーゼの Tループにおける保存された残基（Thr210）のリン酸化が必要である。
CCL360 および CCL361 で処理した HeLa 細胞では、リン酸化 Plk1 の表現レベル
が増加し、G2/M 期における細胞の増加を示していると考えられた。Vero 細胞
4においては、リン酸化 Plk1 は低下し、リン酸化 Cdc2（Tyr15）の脱リン酸化
が減少し、リン酸化 histone H3 が増加したことから、薬物処理した Vero 細胞
は G2/M チェックポイントではむしろ阻止されていることが示された。
CCL360 および CCL361 で処理した HeLa 細胞および Vero 細胞の Fucci 解析
蛍光ユビキチン細胞周期インジケーター（Fucci）を用いて、CCL360 およ
び CCL361 処理細胞の個々の細胞周期挙動を視覚化した。HeLa-Fucci および
Vero-Fucci 細胞は、G1 期の核および S/G2/M 期の核緑を、それぞれオレンジお
よび緑に標識することによって細胞周期集団分布を決定することを可能にす
る。G1/S 遷移の間、オレンジ色および緑色の蛍光は重なり、黄色に発色する。
薬物処理 HeLa-Fucci の経時的分析により、CCL360 および CCL361 で処理した
HeLa 細胞の 42％が M期で延長し、続いて細胞分裂が起きていることが示され
た。更に、CCL360 で処理した HeLa 細胞の 29％が M期で停止し、続いてアポト
ーシスを示し、CCL361 で処理した細胞の 33％が M 期に続いてアポトーシスを
示した。CCL360 および CCL361 で処理した Vero-Fucci 細胞のそれぞれ 97％お
よび 98％は、G2 期の延長を示し、次いで細胞分裂を示した。極めて少数の細
胞（CCL360 処理した場合は 3％、CCL361 処理した場合は 2％）は M期でアポト
ーシスを伴わずに停止した。
【結論】
CCL360 と CCL361 は DNA 損傷応答（DDR）を誘導するが、正常細胞の Vero
では、DNA 修復機構の誘導により G2 期の延長が起きるものの、DNA 修復の成功
により多くの細胞が正常の細胞周期に復帰すると考えられた。一方で、HeLa
細胞においては、DDR もしくは DNA 修復経路の異常により、多くの細胞が DNA
修復に成功せずに M期で停止しアポトーシスとなると考えられた。以上の結果
から CCL360 および CCL361 は、抗がん剤のシーズになりうる化合物と考えられ
た。
